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摘要 目的 分 析 北 京 协 和 医院 连续 5 年 脲 原 体 属 和 人 型 支原体 培养 及 体外 药物 敏感 性 

特点 , 并 分 析 唑 诺 酮 类 耐 药 的 相关 机 制 。 方法 该 研究 针对 北京 协和 医院 连续 5 年 通过 体外 培 
养 方法 检测 出 的 脲 原 体 属 和 人 型 支原体 , 结合 患者 和 菌 种 信息 , 分 析 其 体外 药物 敏感 性 的 特 
点 。 同 时 ， 针 对 哗 诺 酮 类 药物 的 耐 药 特点 ， 检 测 DNA 促 旋 酶 (GyrA/GyrB〉 和 拓扑 异 构 酶 I 
(ParC/ParE) 序列 的 突变 情况 。 结 果 整体 上 脲 原 体 属 混合 人 型 支原体 的 敏感 性 明显 低 于 脲 
原 体 属 或 人 型 支原体 单独 的 体外 敏感 性 ; 除 大 环 内 酯 类 外 , 脲 原 体 属 对 唑 诺 酮 类 、 四 环 素 类 、 
交 沙 霉 素 、 原 始 霉 素 、 强 力 霉 素 的 敏感 性 低 于 人 型 支原体 。 此 外 ， 女 性 患者 体内 分 离 的 脲 原 
体 属 对 阿奇霉素 、 红 霉 素 、 克 拉 霉 素 、 氧 氟 沙 星 的 体外 敏感 性 较 男性 患者 低 。 微 小 脲 原 体 对 
大 部 分 抗菌 药物 的 敏感 率 高 于 解 脲 脲 原 体 的 敏感 率 , 尤其 是 微小 脲 原 体 对 四 环 素 的 敏感 率 明 
显 高 于 解 脲 脲 原 体 ( 差 值 25.8%) ， 且 差异 有 统计 学 意义 (p<0.05) 。 此 外 ， 该 研究 从 GyrA、 
GyrB、ParC 和 ParE 的 序列 中 共 发 现 了 21 个 突变 位 点 。 其 中 ，ParC 的 S83L 突 变 占 96.22%， 


为 最 主要 的 突变 位 点 ， 同 时 ， 也 分 别 检测 到 了 ParC 的 A136T 和 ParE 的 R448K 突 变 ， 以 及 一 例 


GyrA L176F 和 ParC S83L 的 联合 突变 。 此 外 ， 该 研究 还 发 现 了 6 个 新 的 突变 位 点 (ParC 的 
L540F、R718W、Q767E、S789N、M828I 和 I831T) 。 结 论 体外 药物 敏感 性 与 感染 种 属 、 
菌 种 、 患 者 性 别 有 关 。 耐 药 机 制 的 研究 结果 表明 ,单独 ParC 氨 基 酸 序列 的 改变 为 该 研究 的 主 
要 耐 药 机 制 ， 而 新 发 现 突变 位 点 ， 其 是 否 与 唑 诺 酮 类 耐 药 相关 还 需要 后 续 更 深入 的 研究 。 
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Abstract 

Objective To analyze the culture and in vitro antimicrobial susceptibility of Ureaplasma and 
Mycoplasma hominis in Peking Union Medical College Hospital for 5 consecutive years and 
mechanisms responsible for fluoroquinolone resistance. 

Method The study reviewed all of the Ureaplasma and Mycoplasma hominis cases detected by in 
vitro culture from September 2012 to April 2017 in Peking Union Medical College Hospital, with 
the information of patients and species, its charactoristics of antimicrobial susceptibility testing 
were also analyzed. Meanwhile, mutations in DNA gyrase (GyrA/GyrB) and topoisomerase IV 
(ParC/ParE) which were related to fluoroquinolone resistance were detected in this study. 

Results The in vitro sensitivity of Ureaplasma mixed with Mycoplasma hominis was significantly 
lower than that of Ureaplasma or Mycoplasma hominis alone. Except for macrolides, Ureaplasma 
was less susceptible to quinolones, tetracycline, josamycin, and primycin than that of Mycoplasma 
hominis. In addition, the susceptibility of Ureaplasma to azithromycin, erythromycin, 
clarithromycin, ofloxacin in female patients was lower than that in male patients. Ureaplasma 
parvum were more susceptible than Ureaplasma urealyticum to most antibiotics, especially for 
tetracycline (25.8% discrepancy), p<0.05. Moreover, twenty-one mutations from sequences of 
GyrA, GyrB, ParC and ParE were determined. Mutation in ParC, with a S83L substitution being 
most frequent, 96.22%; A136T substitution in ParC, R448K substitution in ParE, and L176Fof 
GyrA combined with S83L in ParC was also detected. This study also found Six novel mutations, 
L540F, R718W, Q767E, S789N, M828I and 1831T amino acid substitutions in ParC protein. 
Conclusion The in vitro antimicrobial susceptibility was associated with genus, species, and 


serovars. The results of resistant mechanisms showed that amino acid substitutions solely in ParC 


协和 医学 杂志 
Medical Journal of Peking Union Medical College Hospital 


are the most frequent, but some novel mutations remains to be further studyed. 
Keywords: Ureaplasma; Mycoplasma hominis; Antimicrobial susceptibility; Resistant 
mechanisms 

支原体 和 脲 原 体 归属 于 柔 膜 岗 支 原 体 目 支原体 科 。 目 前 , 已 知 的 支原体 多 达 118 Ph, HR 
原 体 有 7 种 ,其 中 常 引 起 人 类 致 病 的 有 肺炎 支原体 、 人 型 支原体 、 生殖 支原体 和 脲 原 体 等 器。 
支原体 和 脲 原 体 是 秋 膜 相关 的 条 件 致 病菌 ， 主 要 存在 于 人 类 的 下 呼吸 道 和 泌尿 生殖 道 务 膜 ， 


很 少 穿 透 务 膜 下 层 " 。 但 在 机 体 免 疫 力 下 降 时 ， 可 能 会 进入 血液 或 其 他 组 织 器 官 。 目 前 ， 
检测 支原体 和 脲 原 体 的 方法 有 多 种 ， 如 DNA 芭 光 染料 染色 镜 检 、 抗 原 检测 、 血 清 学 试验 、 


分 子 生物 学 检测 以 及 培养 等 。 在 国内 多 家 实验 室 ， 培 养 的 方法 较为 普及 ， 因 该 方法 可 定量 ， 

可 测定 体外 药 敏 中， 故 对 临床 治疗 有 较 大 指导 价值 。 
基于 该 种 方法 , 该 研究 回顾 了 北京 协和 医院 2012 年 9 月 至 2017 年 4 月 近 5 年 通过 体 

外 培养 检测 出 的 脲 原 体 属 和 人 型 支原体 , 针对 其 体外 药 敏 情况 及 哮 诺 酮 类 药物 耐 药 的 相关 机 

制 进行 了 初步 探讨 。 

1 材料 和 方法 

1.1 入 组 标本 回顾 2012 年 9 月 至 2017 年 4 月 所 有 脲 原 体 属 和 人 型 支原体 培养 阳性 的 结果 ， 

分 析 其 体外 药 敏 敏感 性 特点 。 如 患者 为 多 次 送 检 ， 仅 将 其 第 一 次 测定 结果 纳入 该 研究 。 

1.2 培养 与 药 敏 

1.2.1 检测 方法 该 研究 采用 法 国生 物 梅 里 埃 Mycoplasma IST2 支原体 培养 、 鉴 定 、 计数 及 药 

敏 试验 试剂 盒 〈 比 色 法 ) ， 检 测 步骤 严格 按照 三 家 说 明 书 进行 。 脲 原 体 培养 基 中 含有 尿素 和 

指示 剂 酚 红 ， 脲 原 体 在 生长 过 程 中 会 分 解 培养 基 中 的 尿素 产生 氮 ， 使 培养 基 pH 值 升 高 ， 酚 

红 指示 剂 受 pH 值 变化 的 影响 使 培养 基 由 黄色 变 为 红色 。 人 型 支原体 在 生长 过 程 中 可 分 解 精 

氨 酸 产生 和 氨 ， 使 培养 基 pH 升 高 ， 在 指示 剂 作 用 下 ， 培 养 基 可 由 黄色 变 为 红色 。 

1.2.2 结果 判读 尿素 - 精 氮 酸 试剂 瓶 的 判读 : 分 别 在 孵育 24 小 时 和 48 小 时 后 ， 读 取 瓶 中 尿 

AMR LYO2 肉 汤 颜色 变化 。 黄 色 为 阴性 ; 橙色 到 红色 为 阳性 ， 其 中 脲 原 体 为 澄清 肉 汤 ， 

人 型 支原体 为 轻微 架 状 混浊 肉 汤 ， 如 肉 汤 浑 沪 ， 结 果 不 能 解释 。 反 应 杯 的 判读 ， 培 养 24 小 


R > 8; 多 西 环 素 S 三 4 R 2 8; UMEA S SIRS 4; WIER S 和 0.12 RE 


4; TBARS 三 1 RE4 交 沙 堆 素 S <2 R > 8; 环 丙 沙 星 SS 三 1 R>=2 A 
氟 沙 星 S 三 1 R > 4; RRAS <2. 


1.3 菌 种 鉴定 收集 培养 阳性 的 临床 标本 77 份 (同一 患者 仅 留 取 一 次 ) 。 采 用 QIAamp DNA 
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MinElute Virus Spin Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, 德国 ) 直接 提取 其 核酸 。 针 对 脲 原 体 属 的 脲 


酶 基因 ， 设 计 前 后 引物 : UF (5’-CGAAATTGTGATGAACGAAGG-3’) and UR 


(5’-GGTGATAGCGTTAGATTAGGAG-3’)， 采 用 普通 PCR 法 扩 增 目的 基因 ， 产 物 大 小 为 


418bp。PCR 反应 条 件 为 94"C 4 min, 94°C 1 min, 54°C 1 min, 72°C 1 min, 35 个 循环 ，72°C 


延伸 10 min; 对 PCR 产物 进行 1% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 ， 电 泳 产物 纯化 后 测序 。 把 DNA 测序 


结果 与 NCBI 数 据 库 中 ATCC 27618 (血清 型 8, 解 脲 脲 原 体 模式 菌株 ) 和 ATCC 27815 (血清 型 
3, 微小 脲 原 体 模 式 菌株 ) 两 个 模式 菌株 的 脲酶 基因 进行 比 对 ， 仪 当 序列 一 致 性 为 100% 时 才 
可 鉴定 到 种 。 

1.4 耐 药 机 制 的 检测 

鉴于 嘲 诺 酮 类 药物 〈 环 丙 沙 星 和 氧 氟 沙 星 ) 的 高 耐 药 率 ， 该 研究 还 对 1.3 步骤 中 70 份 标本 
提取 核酸 进行 耐 药 机 制 的 测定 。 基 于 Beeton 等 研究 “9， 针 对 GyrA、GyrB、ParC、ParE 四 
种 酶 的 编码 基因 设计 引物 ， 具 体 引 物 信 息 见 表 1。 采 用 普通 PCR 法 扩 增 目的 基因 并 测序 ， 
把 DNA 测序 结果 翻译 成 蛋白 质 序列 ,与 NCBI 数据 库 中 解 脲 脲 原 体 ATCC 33699 (GenBank 


CP001184.1), 微小 脲 原 体 血清 型 1 ATCC 27813 (GenBank AF056983), 血清 型 3 ATCC 700970 


(GenBank AF222894)， 血 清 型 6 ATCC 27818 (GenBank AF056984)， 血 清 型 14 ATCC33697 
(GenBank AF056982) 参 考 菌株 的 相对 应 序列 进行 比 对 ， 寻 找 耐 药 相关 的 突变 位 点 。 

1.5 统计 分 析 ”不 同体 外 药物 敏感 率 间 的 比较 采用 Fisher 确切 概率 法 进行 计算 ，o=0.05，P 
值 <0.05 被 认为 差异 有 统计 学 意义 

表 1 唑 诺 酮 类 药物 耐 药 相关 基因 的 引物 信息 


引物 名 称 引物 序列 退火 温度 目的 基因 长 度 (bp) 


gyrA-1 5'-TTGCTGCTTTCGAAAACGG-3' 


gyrA-2 5'-CTGATGGTAAAACACTTGG-3' = 
gyrB-1 5'-GAAAATAGACGTGGTCG-3' 7 1668 
gyrB-2 5'-TTCGAATATGACTGCCATC-3' 
gyrB-3 5'-CCTGGTAAATTAGCTGACTG-3' 5s aie 
gyrB-4 5'-CTGATGGTAAAACACTTGG-3' 
parC-1 5'-ACGCAATGAGTGAATTAGG-3' m ane 


parC-2 5'-CACTATCATCAAAGTTTGGAC:3' 
parC-4 5'-CAACGTTGGCATAAATTGG-3' 
parE-1 5'-ATGGGCGGAAAATTAACGC:3' 
parE-2 5'-CTTGGATGTGACTACCATCG-3' 


55 313 


注 :Up 微小 脲 原 体 ，UU 解 脲 脲 原 体 
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2 结果 
2.1 不 同 抗菌 药物 体外 敏感 性 间 的 比较 

在 694 例 阳性 标本 中 ， 脲 原 体 属 661 例 、 人 型 支原体 12 例 、 脲 原 体 属 混合 人 型 支原体 
21 例 。 通 过 对 9 种 常用 抗菌 药物 〈 强 力 霉 素 、 交 沙 霉 素 、 氧 氟 沙 星 、 红 霉 素 、 四 环 素 、 环 
AWE WAER WAER MIRER) 的 体外 敏感 性 分 析 ， 结 果 发 现 : 原始 霉 素 的 抗菌 
活性 最 强 , 敏感 率 99.0%, 其 次 是 强力 霉 素 (98.1%) . KUE R (95.8%) . DOA R (84.0%) ~ 


AMER (74.5%) 、 阿 奇 霉 素 (43.5%) . AER (39.2%) 、 氧 氟 沙 星 〈6.8% ) 、 环 丙 沙 


(29%) (21) 。 


1 9 种 常用 抗菌 药物 体外 药 敏 性 间 的 比较 


100.0% 
90.0% 
80.0% 
70.0% 
60.0% 
50.0% 
40.0% 
30.0% 
20.0% 
10.0% 

0.0% 


百分比 (%) 


环 丙 沙 MAE WA R 
四 环 素 
39.2% 84.0% 2.9% 43.5% | 74.5% 99.0% 
42.4% | 13.1% 15.7% | 48.0% 166% 0.1% 


18.4% 2.9% 81.4% 8.5% 8.9% 0.9% 


mi 98.1% — 95.8% 
是 中 介 0.9% 3.2% 
Ei 1.0% 1.0% 


2.2 脲 原 体 属 与 人 型 支原体 体外 药物 敏感 性 间 的 比较 

研究 结果 表明 ，9 种 药物 的 体外 抗菌 活性 与 种 属相 关 。 整 体 上 看 : 脲 原 体 属 混合 人 型 支 
原 体 对 9 种 抗菌 药物 的 体外 敏感 性 明显 低 于 脲 原 体 属 和 人 型 支原体 单独 的 体外 敏感 性 (图 
2) 。 其 中 交 沙 霉 素 人 敏感 率 分 别 下 降 了 44.7% “与 脲 原 体 属相 比 ) 和 47.6% (与 人 型 支原体 
相 比 ) (p<0.05) ; 四环素 敏感 率 分 别 下 降 了 22.5% (GAR REL) 和 38.1% (与 人 型 
支原体 相 比 ) (p<0.05) ;阿奇霉素 敏感 率 分 别 下 降 了 44.8%“〈 与 脲 原 体 属相 比 ) 和 33.3% 
(与 人 型 文 原 体 相 比 ) (p<0.05) ; 红 霉 素 敏 感 率 分 别 下 降 了 40.4%“ 与 脲 原 体 属相 比 ) 和 
33.3%【〔 与 人 型 支原体 相 比 ) (p<0.05) ; 克拉 霉 素 敏感 率 分 别 下 降 了 37.7% “与 脲 原 体 属 
相 比 ) 〈p<0.05) 和 20.2% 与 人 型 支原体 相 比 ) (p>0.05) ;强力 霉 素 敏感 率 分 别 下 降 了 
17.6%“〈 与 腺 原 体 属相 比 ) 和 19.0% 《与 人 型 支原体 相 比 ) 〈p>0.05) ; 原始 霉 素 人 敏感 率 分 
别 下 降 了 3.9% “与 脲 原 体 属 相 比 ) 和 4.8% “与 人 型 支原体 相 比 ) (p>0.05) ; 氧气 沙 星 敏 
感 率 分 别 下 降 了 6.7% “与 脲 原 体 属 相 比 ) 和 16.7% (与 人 型 支原体 相 比 ) (p>0.05) ; 环 丙 
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沙 星 敏 感 率 分 别 下 降 了 2.7% “与 脲 原 体 属 相 比 ) 和 8.3%“〈 与 人 型 支原体 相 比 ) (p>0.05) 


(图 2) 。 


此 外 ,研究 结果 还 表明 , 脲 原 体 属 的 体外 敏感 怕 


E 稍 低 于 人 型 支原体 的 体外 敏感 性 〈 大 环 


内 酯 类 除外 ) ， 但 差异 无 统计 学 意义 。 


(图 2) 。 


图 2 脲 原 体 属 与 人 型 支原体 对 9 种 抗菌 药物 体外 敏感 率 的 比较 


100.0% 
90.0% 
80.0% 
70.0% 
60.0% 
7™ 9, 
£ 50.0% 
< 40.0% 
a 30.0% 
EJ 
5 20.0% 
E 
10.0% 
0.0% AE 7 
ri —— AU L AEZ 四 环 Ea z kj ti Ei 
国人 型 文 原 体 (n=12) 100.0% 100.0% 16.7% 33.3% 100.0% 8.3% 33.3% 58.3% 100.0% 
E RES 8 J (n=661) 98.6% 97.1% 6.7% 40.4% 844% 2.7% 44.8% 75.8% 99.1% 


We DK JERS J & A AY Sz J 8(n=21) 81.0% 52.4% | 0.0% 0.0% 61.9% 0.0% 0.0% 38.1% 95.2% 


2.3 不 同性 别 间 脲 原 体 属 体外 药物 敏感 性 间 的 比较 
该 研究 还 比较 了 不 同性 别 间 脲 原 体 属 的 体外 药物 敏感 性 〈 表 2) 。 


结果 发 现 : 女性 中 分 


离 的 脲 原 体 属 对 9 种 抗菌 药物 的 体外 敏感 性 要 明显 低 于 男性 中 脲 原 体 属 的 体外 敏感 性 , 尤其 
FEMA AMS AER BARE. UMER) 以 及 氧气 沙 星 的 体外 敏感 性 ， 差 异 明显 。 
与 男性 相 比 ， 女 性 体内 分 离 到 的 脲 原 体 属 对 红 霉 素 的 敏感 率 下 降 了 22.0% (p<0.05) ， 阿 奇 


霉 素 的 敏感 率 下 降 了 20.2% (p<0.05) , 


克拉 霉 素 的 敏感 率 下 降 了 9.59% (p<0.05) ,氧气 沙 


星 的 敏感 率 下 降 了 6.9% (p<0.05) ， 其 余 抗 菌 药 物 〈 强 力 霉 素 、 交 沙 霉 素 、 原 始 霉 素 、 四 


环 素 ) 体外 抗菌 活性 无 差别 〈(p>0.05) 。 
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表 2 不 同性 别 间 脲 原 体 属 体外 药物 敏感 性 结果 分 析 比 较 


男性 (n=71) 女性 (n=590) 

抗菌 药物 — = = 

敏感 中 介 耐 药 敏感 中 介 耐 药 
TRI) Be HR 98.57% 1.43% 0.00% 98.64% 0.68% 0.68% 
ZOU) FER 97.14% 1.43% 1.43% 97.11% 2.55% 0.34% 
氧 氟 沙 星 12.86% 44.29% 42.86% 5.93% 23.05% 71.02% 
ARS 60.00% 30.00% 10.00% 38.03% 44.48% 17.49% 
四 环 素 90.00% 7.14% 2.86% 83.70% 14.09% 2.21% 
环 丙 沙 星 2.86% 18.57% 78.57% 2.71% 15.76% 81.53% 
阿奇霉素 62.86% 28.57% 8.57% 42.69% 51.02% 6.29% 
GOT BER 84.29% 8.57% 7.14% 74.83% 17.52% 7.65% 
PREA 100.00% 0.00% 0.00% 98.98% 0.17% 0.85% 


2.4 SL] UR ERAS 5 RRR EEA BS EB 

由 于 该 方法 不 能 将 脲 原 体 属 具 体 区 分 为 微小 脲 原 体 与 解 脲 脲 原 体 , 考虑 到 不 同 菌 种 间 体 
外 药 敏 可 能 存在 差异 ， 所 以 该 研究 留 取 了 近 1 年 内 77 例 脲 原 体 属 培养 阳性 且 非 同一 患者 的 
标本 ， 提 取 其 核酸 进行 PCR 和 测序 分 析 ， 结 果 发 现 77 例 脲 原 体 属 中 ， 微 小 脲 原 体 66 例 、 
解 脲 脲 原 体 11 例 。 由 于 解 脲 脲 原 体例 数 较 少 ， 所 以 该 研究 采用 Fisher 确切 概率 法 对 微小 脲 
原 体 与 解 脲 脲 原 体 间 的 体外 药 敏 进行 了 分 析 比 较 ( 表 3) 。 研 究 结 果 表 明 ， 微 小 脲 原 体 对 大 
部 分 抗菌 药物 的 敏感 率 高 于 解 脲 脲 原 体 的 敏感 率 , 尤其 是 微小 脲 原 体 对 四 环 素 的 敏感 率 明显 
高 于 解 脲 脲 原 体 〈( 差 值 25.8%) ， 且 差异 有 统计 学 意义 (p<0.05) 。 

表 3 微小 脲 原 体 与 解 脲 脲 原 体 体外 药 敏 间 的 比较 


抗菌 药物 和 小 脲 原 体 (n= 66) A I (n=11) 
敏感 中 介 耐 药 敏感 中 介 耐 药 
EJEA 98.5% 1.5% 0.0% 90.9% 0.0% 9.1% 
CWE 98.5% 1.5% 0.0% 100.0% 0.0% 0.0% 
氧气 沙 星 10.6% 33.3% 56.1% 27.3% 9.1% 63.6% 
ARS A 65.2% 30.3% 4.5% 72.7% 18.2% 9.1% 
四 环 素 98.5% 1.5% 0.0% 72.7% 18.2% 9.1% 
环 两 沙 星 3.0% 16.7% 80.3% 0.0% 9.1% 90.9% 
阿奇霉素 69.7% 25.8% 4.5% 63.6% 27.3% 9.1% 
克拉 霉 素 95.5% 0.0% 4.5% 81.8% 9.1% 9.1% 


原始 霉 素 98.5% 1.5% 0.0% 100.0% 0.0% 0.0% 
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2.5 唆 诺 酮 类 耐 药 相关 突变 的 得 查 

鉴于 唑 诺 酮 类 药物 〈 环 丙 沙 星 和 氧气 沙 星 ) 的 高 耐 药 率 ， 该 研究 针对 2.4 中 的 70 株 培 
养 阳性 的 临床 标本 (77 份 阳性 标本 中 有 7 份 标 本 量 不 足以 完成 此 部 分 内 容 ， 故 在 此 部 分 吻 
除 ) 。 提 取 其 核酸 ， 针 对 GyrA、GyrB、ParC、ParE 四 种 酶 的 编码 基因 设计 引物 ， 扩 增 测序 ， 
翻译 后 通过 与 参考 序列 进行 比 对 ， 该 研究 共 发 现 了 多 个 突变 位 点 ， 且 突变 主要 集中 在 Parc 
的 氨基 酸 序列 上 ，GyrB 的 氨基 酸 序列 未 发 现 突变 ， 而 GyrA 和 ParE 的 氨基 酸 上 分 别 发 现 了 
一 个 突变 ( 表 4) 。 在 收集 的 70 份 阳 性 标本 中 ， 其 中 环 丙 沙 星 和 /或 氧气 沙 星 耐 药 的 标本 为 


介 和 /或 敏感 的 9 份 (9/70, 12.86%) . Æ 61 份 耐 药 的 标本 中 ， 


|} 


61 4} (61/70, 87.14%) , 


有 53 Hy (53/61, 86.89%) 检测 到 了 突变 , 其 中 Parc 83 位 丝氨酸 到 亮 氨 酸 的 突变 占 到 96.22% 


(S83L, 51/53) ， 其 余 的 突变 还 包括 136 位 丙 氨 酸 转 变 为 苏 氨 酸 (A136T, 1 ft, X73), 


105 位 甲 硫 氨 酸 转变 为 异 亮 氮 酸 (M1051, 1 份 ， 支 34) ，530 位 天 冬 氮 酸 转变 为 天 冬 酰胺 


(D530N, 4 份 , X 32/42/73/76) , 553 位 亮 氨 酸 转变 为 异 亮 氨 酸 (1L553I, 3 份 X 32/42/76) ， 


570 位 苏 氮 酸 转变 为 两 氨 酸 (T570A, 4 tt, X 32/42/73/76) ，702 位 异 亮 氨 酸 转变 为 缴 毛 


酸 (1702V, 4 tt, 32 32/42/73/76) ，718 位 精 氨 酸 转变 为 色 氨 酸 (R718W，2 份 ， 支 71 和 


尿 28) ，734 位 丙 氨 酸 转 变 为 苏 氨 酸 (A734T，1 份 ， 支 73) ，735 位 丙 氨 酸 转变 为 丝氨酸 


(A735S, 4 份 ， 支 32/42/73/76) ，I743 位 异 亮 氨 酸 转变 为 甲 令 氨 酸 (1743M, 4 Ht, X 


32/42/73/76) ，767 位 谷 氨 酰胺 转变 为 谷 氨 酸 (Q767E，1 份 ， 支 73) ，789 位 丝氨酸 转变 


为 天 冬 酰胺 (S789N，4 份 ， 支 32/42/73/76) , 790 位 异 亮 氮 酸 转变 为 甲 硫 氮 酸 (790M, 4 


份 ， 支 32/42/73/76) ，794 位 天 冬 氮 酸 转 变 为 天 冬 酰 胶 (D794N, 4 ft, 3 32/42/73/76) , 


799 位 天 冬 氨 酸 转 变 为 天 冬 酰胺 (D799N，4 份 ， 支 32/42/73/76) ，828 位 甲 硫 氨 酸 转变 为 


异 亮 氨 酸 (M8281, 1 ft, X 73), 1831 位 异 亮 氨 酸 转变 为 苏 氨 酸 (1831T, 4 fit, 文 32/42/73/76)。 
另外 ，GyrA 的 氨基 酸 上 仅 发 现 了 一 个 突变 ,176 位 亮 氨 酸 转变 为 了 茶 丙 氨 酸 (L176F, 1 ty, 
支 86) ; ParE 的 氨基 酸 上 仅 发 现 了 一 个 突变 ,448 位 精 氨 酸 转 变 为 了 赖 氨 酸 (R448K, 1 份 ， 
支 81) 。 在 9 份 中 介 和 /或 敏感 的 标本 中 ， 有 2 份 检测 到 了 突变 ，ParC 的 540 位 亮 氨 酸 转变 


为 茶 丙 氨 酸 (L540F,1 份 支 99), Wa ParC 的 D530N, T570A, A735S, 1743M, Q767E, S789N, 


1790M, D794N, D799N, I831T (1 份 ， 支 27) RẸ. 


3. 讨论 
Ani, 脲 原 体 属 感染 的 治疗 多 采用 四 环 素 类 、 大 环 内 酯 类 和 唑 诺 酮 类 。 随 着 抗菌 药物 的 
使 用 ， 耐 药 现象 也 日 趋 严重 ， 尤 其 是 唑 诺 酮 类 耐 药 比率 不 断 升 高 。 培 养 法 的 优势 在 于 ， 定 量 


Th 


Chinay nA 44 HBT 
Chinax ive ‘ERAT 
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的 同时 还 能 测定 9 种 药物 的 体外 抗菌 活性 ， 这 为 临床 治疗 提供 了 重要 信息 。 从 本 研究 来 看 ， 
种 属 、 阔 种 、 患 者 性 别 的 不 同 其 体外 药物 敏感 性 也 存在 差异 。 例 如 ， 脲 原 体 属 的 体外 药物 敏 
感性 与 人 型 支原体 的 敏感 性 存在 较 大 差别 。 整体 上 , 脲 原 体 属 混合 人 型 文 原 体 的 敏感 性 明显 
低 于 脲 原 体 属 或 人 型 文 原 体 单独 的 体外 敏感 性 ,尤其 是 交 沙 霉 素 、 四 环 素 、 阿 奇 坦 素 和 红 埋 
素 (p<0.05) 。 由 于 人 型 支原体 对 大 环 内 酯 类 天 然 耐 药 ， 所 以 脲 原 体 属 对 大 环 内 酯 类 的 体外 
敏感 性 明显 高 于 人 型 文 原 体 ， 而 脲 原 体 属 对 唆 诺 酮 类 、 四 环 素 类 、 交 沙 霉 素 、 原 始 霉 素 、 强 
力 霉 素 的 敏感 性 又 明显 低 于 人 型 支原体。 虽然 差异 没有 统计 学 意义 ， 但 趋势 明显 ， 且 如 上 结 
论 与 国内 外 研究 数据 较 相似 。 除 此 之 外 ， 该 研究 还 发 现 ， 脲 原 体 属 与 人 型 支原体 的 体外 
敏感 性 具有 较 大 的 性 别 差 异 。 女 性 患者 体内 分 离 的 脲 原 体 属 对 阿奇霉素 、 红 霉 素 、 死 拉 笨 素 、 
氧 氟 沙 星 的 体外 敏感 性 明显 低 于 男性 患者 (p<0.05) 。 有 研究 表明 ， 在 患 病 人 群 中 ， 女 性 患 
者 明显 多 于 男性 ,我 们 推测 其 治疗 过 程 中 抗菌 药物 的 使 用 可 能 是 导致 其 耐 药 性 增加 的 一 
个 原因 ， 但 该 结论 仍 需 更 多 数据 上 的 文 持 。 

SE PRAMAS HY ANAK 80%) ， 该 研究 还 针对 其 常见 的 耐 药 机 制 进行 了 第 查 。 唑 
诺 酮 类 药物 作用 的 关键 靶 点 包括 DNA 促 旋 酶 和 拓扑 异 构 酶 V， 这 两 者 分 别 由 gyrA/gyrB 和 


parC/parE 基因 编码 。 因 此 ，GyrA、GyrB、ParC、ParE 序列 的 改变 会 直接 导致 细菌 对 唑 诺 


酮 类 药物 耐 药 。 尤 其 是 Gyra 和 Parc 哗 诺 酮 抗 性 决定 区 域 (Quinolon Resistance Determining 


Region，QRDR) 序 列 的 改变 最 为 关键 。 其 中 ，GyrA 的 QRDR 位 于 基因 5” 末端 第 202~531 


位 碱 基 ( 即 第 68 ~ 177 位 氨基 酸 残 基 ); ParC 的 QRDR 位 于 基因 57 末 端 第 152 一 456 位 碱 基 ( 即 


=i 


第 51~152 位 氨基 酸 残 基 )。 该 研究 针对 GyrA, GyrB. ParC, ParE 的 编码 基因 设计 引物 ， 
同时 涵盖 QRDR 区 域 ， 扩 增 后 序列 翻译 ， 与 数据 库 中 的 参考 序列 进行 比 对 。 考 虑 到 不 同 菌 
种 和 血清 型 间 序 列 的 差异 ， 该 研究 与 数据 库 中 的 多 个 参考 序列 〈 详 见 材料 与 方法 ) 进行 了 对 
比 ， 共 发 现 了 21 个 突变 位 点 。 其 中 ，ParC 的 S83L、A136T 突变 ，ParE 的 R448K 突变 是 


目前 已 确认 的 突变 位 点 ， 且 已 有 相关 报道 “5 下 另外 ， Parc 的 M105I、D530N、L553I、 


T570A, 1702V. A734T. A735S. 1743M, I790M, D794N 和 D799N 突变 ， 已 在 其 他 研究 


中 有 报道 ,但 其 是 否 直 接 导致 唑 诺 酮 类 耐 药 目前 还 不 清楚 。 同时， 该 研究 还 发 现 了 几 


个 新 的 突变 位 点 ， 如 Parc 的 L540F、R718W、Q767E、S789N、M828I 和 1831T 突变 ， 属 
于 国际 上 首次 报道 ， 其 与 唑 详 酮 类 耐 药 是 否 相 关 还 需要 后 续 更 深入 的 研究 。 此 外 ， 该 研究 结 
果 还 发 现 ， 单 独 Parc 的 S83L 突变 可 以 解释 94.34% (50/53) 的 耐 药 现象 ， 只 有 一 例 是 与 


GyrA 的 L176F 突变 联合 而 有 研究 针对 2000-2012 年 的 14 项 研究 进行 分 析 和 比较 ， 发 现 


国外 GyrA 和 Parc 联合 突变 较 常 见 ， 占 47.37% (72/152) ; 其 次 是 Gyra 单独 突变 (D112E 


201806.00223v1 
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最 常见 ) ， 占 28.29% (43/152) ; ParC (S83L 最 常见 ) 单独 突变 占 23.68% (36/152) "9, 
而 该 研究 查阅 的 2013 年 及 以 后 的 文章 ， 均 发 现 美国 、 日 本 、 新 西 兰 、 中 国 以 ParC 的 S83L 
AIRE, 我们 推测 这 可 能 与 菌 种 、 血 清 型 差异 及 进化 有 关 。 但 从 另 一 方面 也 说 
明 ， 目 前 国内 外 流行 菌株 的 耐 药 几率 要 明显 高 于 既往 ， 因 为 与 GyrA 和 ParC 的 联合 突变 相 
比 ， 单 独 ParC 的 突变 更 易 导 致 唑 诺 酮 类 耐 药 〈 尤 其 是 环 两 沙 星 ) 。 除 此 之 外 ， 本 研究 还 有 
几 例 耐 药 但 仍 未 找到 突变 位 点 的 标本 ， 我 们 推测 可 能 存在 其 的 耐 药 机 制 ， 如 耐 药 质粒 、 外 排 
泵 、 膜 通 透 性 的 改变 、 水 解 酶 等 沪 ， 还 有 待 于 进一步 探讨 。 
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表 4 唾 庄 酮 类 药物 耐 药 相 关 突 变 的 筛 查 结果 


ARVE KAVE AE 
Diu (g/mL)  (ug/mL) 
GyrA ParC ParE 

Sa) IR 

MX 3/4/9/31/35/38 R (24) R (22) S83L 

/43/44/45/46/47/53/54/55/5 

7/59/60/62/66/67/80/87/90/ 

92/98/101; J 20/55/64/96 

(n=30) 

支 28/33/41/49/63/95/100; I (>1&<4) R (22) S83L 

JR 10/38 (n=9) 

支 34 (n=1) R (24) R (22) S83L, M1051 

X 56; JK 56 (n=2) S (<1) R (22) S83L 

X 71; JR 28 (n=2) R (4) R (22) S83L, R718W 

支 81 (n=1) I(-1&<4) R(22) R448K 

X 32 (n=1) R (24) R (22) S83L,D530N,L5531,T570A,1702V,A735S, 
1743M,S789N,1790M,D794N,D799N,1831T 

支 42 (n=1) I(>1&<4) R (22) S83L,D530N,L5531,T570A,I702V,A735S, 
1743M,S789N,1790M,D794N,D799N,1831T 

X 73 (n=1) I(>1&<4) R (22) Al136TD530N,T570A,I702VA734TA735S， 
1743M,Q767E,S789N,1790M,D794N,D799N, 
M8281,1831T 

X 76 (n=1) R (24) R (22) L176F S83L,D530N,L5531,T570A,1702V,A735S, 
1743M,S789N,1790M,D794N,D799N,1831T 

支 84/86 (n=2) I(>1&<4) R (22) 

JR 17; 3 88/30 (n=3)  S (<1) I (>1 & <2) 

X 83/74/72 (n=3) I(>1&<4) 1(>1 & <2) 

X 27 (n=1) S (<1) I (>1 & <2) D530N,T570A,A735S,1743M,Q767E,S789N, 
1790M,D794N,D799N,1831T 

支 99 (n=1) I(>1&<4) 1(>1 & <2) L540F 

解 腺 脲 原 体 

支 6/39/50/91 (n=4) R (24) R (22) S83L 

支 94 (n=1) I(>1&<4) R (22) 

支 102/70; JK 97 =3) RCH) R C2) 

JR 36/40 (n=2) S (<1) R (22) 


$ 37 (n=1) S (<1) I (>1 & <2) 
YE: 丙 氨 酸 Ala A， 精 氨 酸 AgR, RAAR AspD, “FMAM CysC, RAM GnQ, FAM GUE, 
HAR HisH, FEAR Mel, HAR Gly G， 天 冬 酰胺 Asn N， 亮 氮 酸 LeuL, MAR LysK, PRA 


酸 Met M, RARR Phe F, HAR ProP, LAR Ses, HAR TrT, CAR Trp Ww. WAR Tyr, 
SAA Val V.R 耐 药 ，I 中 介 ，S 敏感 ，_ 为 新 发 现 突变 
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